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Izvleček 
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Uporaba raziskovalnega invertnega mikroskopa za fluorescenčno 
termometrijo 
 
 
 
Jure Mušič 
 
 
 
Ključne besede: fluorescenca 
 fluorescenčna termometrija 
 invertni mikroskop 
 meritve spektra fluorescence 
 
 
 
 
 
V delu obravnavamo uporabo raziskovalnega invertnega mikroskopa Nikon Eclipse Ti2 za 
fluorescenčno termometrijo. V okviru testiranja invertnega mikroskopa za uporabo za 
fluorescenčno termometrijo smo izvedli eksperiment merjenje fluorescence vzorcev. Merilni 
sistem je zastavljen tako, da omogoča hkratno uporabo optične pincete in dveh kamer z 
globalno in vrtečo zaslonko. Na primeru spektra fluorescenčnih vzorcev smo prikazali 
delovanje invertnega mikroskopa, vzbujevalnega LED svetila, tekočekristalnega filtra in 
kamere z vrtečo zaslonko in CMOS senzorjem. 
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This work discusses the use of the Nikon Eclipse Ti2 research inverted microscope for 
fluorescence thermometry. As part of the testing of the inverted microscope for use in 
fluorescence thermometry, we performed an experiment measuring the fluorescence of 
samples. The system is designed to allow the simultaneous use of optical tweezers and two 
cameras with global and rolling shutter.  In the case of the spectrum of fluorescent samples, 
we showed the operation of an inverted microscope, an excitation LED lamp, a liquid crystal 
filter and a rolling shutter camera with CMOS sensor. 
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1 Uvod 
1.1 Ozadje problema 
S porastom znanja se pojavljajo potrebe po novih tehnologijah za opazovanje delcev na nano 
skalah. Veliko raziskav poteka na nano skalah, torej na nivoju atomov in molekul. 
Razumevanje prenosa toplote je bistvenega pomena za razvoj novih tehnologij in znanja 
zlasti na področju polprevodnikov [1] in biomedicine [2,3]. Poznanih je kar nekaj tehnologij 
za časovno neodvisne meritve, ki so  že dobro razvite in uporabljene v praksi. Zaradi potrebe 
po razumevanju prenosa toplote  na nano skalah pa so se razvile nove neinvazivne 
tehnologije za merjenja temperature. Termoreflektanca in fluorescenčna termometrija sta 
med njimi najbolj mnogostranski in pokrivata največji razpon aplikacij [4].  
Obe zgoraj omenjeni tehnologiji ponujata visoko krajevno in časovno ločljivost meritev. 
Termoreflektanca za določevanje temperature izkorišča spremembo temperaturno odvisnega 
odbojnega faktorja. Vrednost odbojnega faktorja je težko določiti, kar pomeni, da so meritve 
nezanesljive. Poleg tega je, za razliko od fluorescenčne termometrije, zmožna opazovanja 
temperature le v dveh prostorskih smereh. S fluorescenčno termometrijo lahko predmet 
opazujemo v vseh treh prostorskih smereh. Možno jo je uporabiti v okoljih kjer je večja 
verjetnost za reakcijo s kemijskimi in biološkimi elementi ter v okoljih kjer je prisotno 
močno elektromagnetno sevanje. Prav zardi omenjenih lastnosti pa ima fluorescenčna 
termometrija večji potencial za aplikacije v praksi na področju medicine, kemije, biologije 
in elektronike. 
Diplomska naloga vsebuje teoretične osnove fenomena fluorescence s poudarkom na 
termični fluorescenci in analizo komponent merilne proge katere osnovo predstavlja invertni 
mikroskop Nikon Eclipse Ti2. 
 
1.2 Cilji 
Diplomska naloga zajema teoretične osnove fenomena fluorescence s posebnim poudarkom 
na termični fluorescenci, analizo komponent merilne proge katere osnovo predstavlja 
invertni mikroskop Nikon Eclipse Ti2 ter eksperimentalni del, v katerem so izvedene meritve 
spektra fluorescence . 
Invertni mikroskop je kompatibilen z vrsto zunanjih naprav. Tako je cilj diplomske naloge 
razumevanje osnov termične fluorescence in seznanitev z merilno opremo.  
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2 Teoretične osnove in pregled literature 
2.1 Fluorescenca 
Zgodovina fluorescence 
 
Leta 1845 je Sir Frederik William Herschel v svojem delu  opisal obnašanje raztopine kinina. 
Kinin je raztopil v vinski kislini in raztopino izpostavil sončni svetlobi. Ko je raztopino 
opazoval pod določenimi koti je opazil modro svetlobo, čeprav je raztopina prozorna. 
Njegovo delo velja za prvi zapis pojava fluorescence. Bolj podrobno je pojav opazoval Sir 
George Stokes, ki je svoja opazovanja izdal leta 1852 . Ugotovil je, da ima svetloba, ki jo 
odda fluorescenten material, daljšo valovno dolžino od svetlobe, ki jo sprejme. To 
ugotovitev še danes priznavamo, kot Stokesovo pravilo. Njegov eksperiment lahko vidimo 
na sliki 2.1. Kot filter vzbujevalne svetlobe je uporabil vitražno steklo, ki prepušča svetlobo 
z valovno dolžino pod 400 nm. Filter pred sprejemnikom (oko) pa je bil kozarec vina, ki 
prepušča svetlobo z več kot 400 nm.  
 
 
Slika 2.1: Eksperiment G. Stokes [5]. 
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Helmoholtz (1874) v svojem delu piše, da bi na področju mikroskopije dosegali boljše 
ločljivosti, če bi vzorec sam oddajal svetlobo. Na podlagi tega je dobila fluorescenca velik 
potencial na področju spektroskopije. Prvi fluorescenčni mikroskop je bil izdelan na začetku 
20 stoletja [7]. 
 
 
Fizikalne osnove fluorescence 
 
 
Fluorescenca in fosforescenca 
 
Emisijo svetlobe delimo na več zvrsti. Fluorescenca in fosforescenca sta le zgolj ena od 
možnih emisij svetlobe, kot je vidno na sliki 2.2. 
 
 
Slika 2.2: Emisija svetlobe[6]. 
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Emisija svetlobe se v primeru fluorescence in fosforescence zgodi zaradi elektronov, ki so 
vzbujeni oz. so na višjem energijskem nivoju kot običajno. Atome v primeru fluorescence 
in fosforescence vzbujamo z svetlobo. Kadar govorimo o fluorescenci pravimo, da so 
vzbujeni elektroni v singletnem stanju (ang. singlet excited state). Primer določitve 
singletnega stanja lahko vidimo v enačbi 2.2. Vzbujeni elektron ima  nasprotni spin kot 
njegov par v osnovnem stanju (ang. ground state). Pri pojavu fosforescence pa so vzbujeni 
elektroni v tripletnem stanju (ang. triplet excited state). Primer izračuna tripletnega stanja 
lahko vidimo v enačbi 2.3. Tokrat ima vzbujeni elektron spin enake smeri kot njegov par v 
osnovnem stanju. Prikaz različnih stanj vidimo na sliki 2.3.  
 
Slika 2.3: Stanja elektronskih parov[6]. 
Za določitev stanja elektronov si pomagajmo z enačbo 2.1 .Velika črka S v enačbi predstavlja 
vsoto vseh spinov. Posamezni spin elektrona bomo upoštevali s je +0.5 v primeru da puščica 
kaže navzgor in s je -0.5 v primeru da kaže navzdol. 
 
 
2𝑆 + 1 = 𝑠𝑡𝑎𝑛𝑗𝑒 𝑒𝑙𝑒𝑘𝑡𝑟𝑜𝑛𝑠𝑘𝑒𝑔𝑎 𝑝𝑎𝑟𝑎 (2.1) 
 
 
 
 
Za primer singletnega stanja: 
2(0,5 − 0,5) + 1 = 1 (2.2) 
 
V primeru tripletna stanja: 
2(0,5 + 0,5) + 1 = 3 (2.3) 
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Ob vrnitvi vzbujenega elektrona v osnovno stanje se sprosti foton. Emisija fotona je pri 
fluorescenci zelo hitra. Tipično traja okoli 108 s-1 [5]. Iz tega sledi, da je življenjska doba 
fluorescence približno 10 ns. To pomeni, da potrebujemo napredene naprave, če želimo 
pojav opazovati in izkoristiti fenomen fluorescence za fluorescenčno termometrijo. 
V primeru fosforescence je elektron v tripletnem stanju. Ker ima spin v enaki smeri kot 
njegov par v osnovnem stanju, se težje vrne v osnovno stanje. Ob vrnitvi se enako kot v 
primeru fluorescence sprosti foton. Emisija fotona v tem primeru ni tako hitra (1-1000 s-1), 
torej je življenjska doba fosforescence od nekaj milisekund do sekund. Možne so tudi daljše 
življenjske dobe do nekaj minut. Tak primer so otroške igrače, ki svetijo v temi.  
 
Da dosežemo vzbujeno singletno stanje elektronov, je bistvena izbira molekule. Vse 
molekule niso zmožne takega stanja. Molekulam, ki dovoljujejo vzbujeno singletno stanje 
elektronov, pravimo fluorofori (ang. fluorophore). Eden najbolj znanih je verjetno kinin, ki 
je prisoten v toniku. Nekatere ostale fluorofore lahko vidimo na sliki 2.4. 
 
 
Slika 2.4: Fluorofori [5]. 
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Jablonski diagram 
 
Celoten proces fluorescence je najlažje predstaviti v jablonskem diagramu na sliki 2.5. Na 
njem so označene poti procesa. Imenovanje in trajanje posamezne spremembe lahko vidimo 
v legendi ob diagramu.  
 
 
Slika 2.5: Jablonski diagram [8]. 
S črkami S so označen posamezne energetske ravni. Znotraj teh energetskih ravni obstajajo 
posamezne stopnje na katerih se lahko nahaja elektron. Črka S stoji za singletno stanje. 
Elektronski pari se, preden so vzbujeni oz. preden jim dodamo energijo, nahajajo na ravni 
S0. Energijo dovedemo s svetlobo. Pomembno je, da ima svetloba s katero obsevamo 
fluoroforo primerno valovno dolžino. Ta se spreminja glede na posamezno fluoroforo. 
Primer valovnih dolžin svetlobe, ki jo absorbirata kinin in perilen vidimo na sliki 2.6.  
Ko elektronom dodamo energijo ( jih vzbudimo), se dvignejo na višje energetske nivoje S1, 
S2,.. V zelo hitrem času (10-12) se elektroni spustijo na najnižjo vzbujeno singletno stanje, 
torej S1. Zatem se elektroni vrnejo v osnovno pozicijo S0, pri čimer se sprosti foton. Ker je 
reakcija tako hitra, je valovna dolžina svetlobe, ki jo fluorofora odda, skoraj enaka valovni 
dolžini svetlobe, ki jo absorbira. Valovne dolžine emitirane svetlobe za kinin in perilen lahko 
vidimo na sliki 2.6. 
Elektroni v vzbujenem singletnem stanju lahko preidejo tudi v vzbujeno tripletno stanje 
(intersistemsko prečkanje). Elektroni v vzbujenem tripletnem stanju se počasi vračajo v 
osnovno stanje. Zaradi daljše reakcije je sproščena energija manjša, kar rezultira na daljših 
valovnih dolžinah emitirane svetlobe. 
  
Iz slike 2.6 je razvidno, da je optimalna valovna dolžine absorbirane svetlobe za kinin sulfat 
350 nm. To pomeni, da bomo, če obsevamo kinin s svetlobo 350 nm, vzbudili največ 
elektronov. Elektrone bi prav tako lahko vzbujali s svetlobo med 280 in 400 nm, vendar bi 
dosegli manjši učinek. 
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Opazimo tudi, da so valovne dolžine emitirane svetlobe daljše. To pomeni, da je sproščena 
energija ob procesu manjša. Spekter emitirane svetlobe pa je načeloma zrcalna slika spektra 
absorbirane svetlobe. 
 
 
Slika 2.6: Spekter emitirane in absorbirane svetlobe za perilen (zgoraj) in kinin (spodaj) [5]. 
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Karakteristike fluorescenčne emisije 
 
 
Stokesov zamik 
Je imenovan po angleškem znanstveniku Siru George Stokesu. Stokesovo pravilo pravi, da 
ima emitirana svetloba daljšo valovno dolžino kot absorbirana svetloba kar prikazuje slika 
2.7. To pomeni, da fluorofora odda manj energije kot je sprejme. 
Glavni razlog je izguba energije, ko se vzbujeni elektron spusti na najnižjo vzbujeno raven 
S1. Poleg tega se pojavljajo tudi vibracijske izgube znotraj posameznih ravni. To sta glavna 
mehanizma izgube energije, nikakor pa nista edina. Veliko je odvisno od obnašanja 
elektronov v vzbujenem stanju, formacije molekule in drugih okoliščin.  
 
 
Slika 2.7: Stokesov zamik [9]. 
 
Kashovo pravilo  
Pravi da je spekter emitirane svetlobe neodvisen od valovne dolžine absorbirane svetlobe. Z 
drugimi besedami to pomeni, da se bo sprostitev fotona zgodila ob prehodu elektrona iz 
stanja S1 v stanje S0 [5].  
 
To drži za večino fluorofor. Izjeme so fluorofore, ki dovoljujejo obstoj v dveh različnih 
ionskih stanjih. Za njih je značilno, da obstajata dva spektra absorbirane in emitirane 
svetlobe. Sem sodijo tudi fluorofore, ki emitirajo iz višjih energijskih nivojev (npr. iz S2). 
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Pravilo ogledala 
Pravilo ogledala pravi da je spekter emitirane svetlobe zrcalna slika spektra absorbirane 
svetlobe. Primer je raztopina perilena. Spekter absorbirane in emitirane valovne dolžine za 
raztopino perilena vidimo na sliki 2.6.  
Znanih je več primerov, ki pravila ne potrjujejo. Tak primer bi bil 1-hydroxpyrene-3,6,8-
trisulfonate (HPTS) na sliki 2.8. Razlog za takšno obnašanje je v ionizaciji hidroksilne 
skupine.  
 
 
Slika 2.8: Spekter emitirane (zelena) in absorbirane svetlobe za HPTS [5]. 
 
Življenjska doba fluorescence in kvantni izkoristek 
 
Kvantni izkoristek (ang. quantum yield) je razmerje med emitiranimi in absorbiranimi 
fotoni. Kako je definiran kvantni izkoristek lahko vidimo v enačbi 2.4. Višje kot bo to 
razmerje, svetlejša bo emisija svetlobe.  
Življenjska doba fluorescence pa je časovni interval med dvema osnovnima stanjema ( S0 → 
S(1,2,3,)→ S1→ S0 ). Kako je definirana življenjska doba lahko vidimo v enačbi 2.5.  
Oba pojma bomo razložili ob pomoči poenostavljenega jablonskega diagrama na sliki 2.9. 
Osredotočili se bomo na proces vrnitve fluorofore v osnovno stanje S0. Zanimala nas bo 
emisijska stopnja fluorofore ( Γ ) in njena stopnja neradiativnih izgub energije ( knr ). 
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Slika 2.9: Poenostavljen Jablonski diagram [5]. 
 
Kvantni izkoristek je popisan z enačbo : 
 
𝑄 =
𝛤
𝛤 + 𝑘𝑛𝑟
 (2.4) 
 
Kot smo že ugotovili, Stokesovo pravilo pravi, da je emitirana energija vedno manjša od 
absorbirane. Torej je kvantni izkoristek Q vedno manjši od 1. Vrednosti 1 se lahko 
približamo, če je stopnja neradiativne izgube veliko manjša od emisijske stopnje fluorofore 
(knr < Γ ). 
Življenjska doba je torej časovno obdobje, ko je fluorofora v vzbujenem stanju. Tipične 
življenjske dobe fluorescence so okoli 10 ns. Življenjska doba je podana z enačbo : 
 
𝜏 =
1
𝛤 + 𝑘𝑛𝑟
 (2.5) 
 
Fluorescenca je naključen proces. To pomeni, da je življenjska doba povprečno časovno 
obdobje vzbujenega stanja. Nekateri atomi emitirajo foton točno ob t = τ , ostali pa pri 
različnih časih.  
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Fluorescenčno gašenje 
Možen je upad intenzitete procesa fluorescence. Obstaja več vrst mehanizmov, ki botrujejo 
k temu. Upadu intenzitete fluorescence rečemo gašenje (ang. Quenching). Trk molekule v 
vzbujenem stanju z drugo molekulo v raztopini, je eden takih mehanizmov.  
Obstaja še vrsto drugih mehanizmov, ki znižujejo intenziteto fluorescence. Fluorofore lahko 
z molekulami tvorijo nove molekule, ki niso sposobne emitirati svetlobo. Sem sodijo tudi 
ostali mehanizmi, ki ne zadevajo molekul npr. fluorofora ne absorbira svetlobe, svetloba ne 
pride do fluorofore zaradi ostalih snovi v raztopini itd. 
 
 
Anizotropija 
 
Fluorescenčna anizotopija je merilo za spremembo orientacije molekule v življenjski dobi 
fluorofore. S pomočjo meritev anizotropije lahko določamo velikost in obliko delcev ter 
njihovo gibanje v prostoru. Te informacije so pomembne zlasti na področju biokemije [7].  
Svetloba je elektromagnetno valovanje in ima več možnih orientacij okoli osi poti po kateri 
potuje. Pri merjenju anizotropije si zato pomagamo z polarizacijskimi filtri, ki prepuščajo 
svetlobo z točno določeno orientacijo. Molekule obsevane s to svetlobo nato preidejo v 
vzbujeno stanje in emitirajo lastno svetlobo. Orientacija valovanja emitirane svetlobe je 
odvisna od hitrosti rotacije molekule. V primeru, da bi se proces fluorescence zgodil 
neskončno hitro ali pa v primeru, da je molekula statična, bi imela emitirana svetloba enako 
orientacijo. Ker to v praksi ne drži, na drugi strani zopet uporabimo polarizacijski filter. Ta 
v celoti prepušča enako orientirano svetlobo kot je bila absorbirana svetloba in ne prepušča 
svetlobe, katere orientacija je zamaknjena za 90°. Ostalo svetlobo prepušča le delno. Na sliki 
2.10 vidimo eksperiment merjenja anizotropije. Na sliki 2.10 vidimo tudi enačbo po kateri 
izračunamo anizotropijo. Oznaka IVV pomeni intenziteto vertikalno orientirane emitirane 
svetlobe pri obsevanju z vertikalno orientirano svetlobo. Oznaka IVH pa je intenziteta 
horizontalno orientirane emitirane svetlobe pri obsevanju z vertikalno orientirano svetlobo.  
Torej je za določitev anizotropije meritve potrebno opraviti dvakrat. Prvič sta na obeh 
straneh polarizacijska filtra nastavljena tako, da prepuščata vertikalno orientirano svetlobo, 
drugič na strani emitirane svetlobe nastavimo filter tako, da prepušča horizontalno 
orientirano svetlobo.  
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Slika 2.10: Merjenje anizotropije [10]. 
 
2.2 Fluorescenčna termometrija 
Fluorescenčne meritve delimo na dve skupini in sicer časovno odvisne in neodvisne meritve. 
Zaradi kratkih življenjskih dob fluorofor je večina opravljenih meritev časovno neodvisnih. 
Molekule obsevamo s konstantnim žarkom in merimo intenziteto in/ali spekter emitirane 
svetlobe.  
Pri časovno odvisnih meritvah za obsevanje molekul uporabimo pulz svetlobe. Čas 
obsevanja je krajši od življenjske dobe fluorofore kot lahko vidimo na sliki 2.11. Na ta način 
lahko merimo upad intenzitete in anizotropije. Za meritve moramo imeti na voljo visoko 
hitrostno merilno opremo, ki beleži spremembe na časovni skali ns.  
Omeniti velja da so časovno neodvisne meritve povprečje časovno odvisnih meritev. Ista 
molekula namreč lahko absorbira in emitira večji spekter valovnih dolžin svetlobe. Njeno 
obnašanje je v nekem trenutku zato nemogoče napovedati. Če pa opazujemo to molekulo v 
določenem časovnem obdobju (več ciklov), pričakujemo z določeno gotovostjo kakšno bo 
njeno obnašanje. V enačbi 2.6 lahko vidimo, da je anizotropija r za časovno neodvisne 
meritve definirana kot integral intenzitet I(t) in anizotropij r(t) v določen trenutku (časovno 
odvisno). 
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Slika 2.11: Časovno odvisne (desno) in neodvisne (levo) meritve [5]. 
Za časovno odvisne meritve potrebujemo visoko hitrostno in drago opremo. Razlog za 
opravljanje časovno odvisnih meritev pa so informacije, ki niso na voljo pri časovno 
neodvisnih meritev. Te informacije se izgubijo zaradi povprečnih vrednosti, ki jih dobimo 
kot rezultat časovno neodvisnih meritev. Pri merjenju anizotropije na primer izgubimo 
informacijo o velikosti molekule. Pri merjenju intenzitete pa izgubimo informacijo o stanju 
molekul. Velikokrat se molekule lahko nahajajo v več kot enem stanju (konformaciji). V tem 
primeru časovno neodvisne meritve ne bodo povedale v kakšnem stanju se je nahajala 
molekula ob meritvi, vendar bo rezultat povprečje vseh možnih konformacij. Ob časovno 
neodvisnih meritvah izgubimo tudi mnoge druge informacije na področju prenosa energije 
in fluorescenčnega gašenja. Pogostokrat se v praksi srečamo s problemom, ko informacije s 
časovno neodvisnimi meritvami ne bodo zadostne za rešitev problema.  
𝑟 =
∫ 𝑟(𝑡)𝐼(𝑡)𝑑𝑡
∞
0
∫ 𝐼(𝑡)𝑑𝑡
∞
0
 (2.6) 
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Komponente merilnega sistema 
 
 
Merilna naprava 
 
 
Slika 2.12: Shema merilne naprave [4]. 
Osnovo merilne naprave na sliki 2.12 predstavlja invertni mikroskop Nikon Eclipse TE 
2000-E. Dodana je bila fluorescenčna enota CARV II spinning disc na sliki 2.13. Enota 
sestoji iz filtra vzbujevalne in emitirane svetlobe ter dvobarvnega zrcala. Znotraj te enote je 
tudi rotirajoči disk. 
Kot vir vzbujevalne svetlobe je uporabljena ksenonska žarnica visoke moči. Emitirana 
svetloba je pred vstopom v  FMS kamero potovala skozi tekočekristalni filter.  
 
 
tekočekristalni 
filter 
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Slika 2.13: Fluorescenčna enota BD CARV II spinning disc.[11] 
 
Svetilo 
To je vir vzbujevalne svetlobe. Torej je to vir energije, ki dvigne molekule vzorca na višjo 
energijsko raven. Obstaja več različnih izvorov svetlobe, ki so primerni za fluorescenčne 
meritve. V preglednici 2.1 so predstavljeni trije najpogosteje uporabljeni viri svetlobe.  
Kadar izbiramo svetilo upoštevamo več dejavnikov kot so: 
• Moč ali intenziteta svetlobe 
• Spekter svetlobe 
• Kompatibilnost z mikroskopom 
• Življenjsko dobo žarnice  
• Stabilnost svetlobe v daljšem obdobju 
• Kupna cena 
• Cena vzdrževanja 
 
Na podlagi teh faktorjev se nato odločimo kakšen vir svetlobe je najprimernejši za našo 
aplikacijo. 
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Preglednica 2.1: Primerjava svetil. 
 Led Volfram-halogen Živosrebrne ali 
ksenonske obločne 
žarnice 
 
 
 
Spekter 
Vsaka led žarnica 
pokriva ozko območje 
emitiranih valovnih 
dolžin. Ko jih sestavimo 
v sklop pokrivamo 
celotno območje od UV 
do IR svetlobe. 
 
320-2500 nm. 
Ves razpon pokriva 
ena žarnica. 
 
200-1800 nm. 
Ves razpon pokriva 
ena žarnica. 
Intenziteta visoka nizka visoka 
Upad svetlosti 
v daljšem 
časovnem 
obdobju 
 
Ne 
Da, vendar manj 
kot pri obločni 
žarnici. 
 
Da 
Življenjska 
doba 
 
10000 ur 
 
2000 ur 
Živo srebro: 200-
300 ur 
Ksenon: 400-600 ur 
 
 
 
 
 
 
 
Prednosti 
• Ni odvečne 
toplote 
• Ni potrebno 
naravnavati 
žarnice 
• Kompaktne 
• Poceni z 
ozirom na 
življenjsko 
dobo 
• Dobro lahko 
kontroliramo 
intenziteto 
 
• Enostavno 
zamenjamo 
• Bolj enotna 
intenziteta 
kot pri 
obločni 
žarnici 
• Že v naprej 
naravnana 
• Kadar 
opazujemo 
fluorescenco 
nizke 
intenzitete 
• Visoke 
intenzitete 
pri valovnih 
dolžinah, ki 
vzburijo 
večino 
najpogosteje 
uporabljenih 
fluroforov 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slabost 
• Za vsako 
valovno 
dolžino 
potrebujemo 
svojo led 
žarnico 
• Ne emitirajo 
krajših valovnih 
dolžin (UV 
svetlobe) 
• Visoka začetna 
cena 
• Prenizka 
intenziteta 
za 
opazovanje 
šibkih 
fluorofor 
• Pri povišani 
temperaturi 
so valovne 
dolžine 
krajše 
 
• Drage 
• Potrebno 
naravnati za 
enakomerno 
osvetlitev 
• Dolgo 
segrevanje 
• Veliko 
odpadne 
toplote 
(potrebujemo 
posebna 
ohišja) 
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Filter vzbujevalne in emitirane svetlobe 
Filtra obravnavamo skupaj, ker gre za enaka filtra le da ju drugače poimenujemo. 
Poimenujemo ju glede na vrsto svetlobe, ki jo filtrirata. Filter vzbujevalne svetlobe stoji za 
izvorom svetlobe, torej za svetilom in filtrira svetlobo, ki pada na vzorec. Filter emitirane 
svetlobe pa filtrira emitirano svetlobo vzorca.  
Njuna naloga je prepuščanje svetlobe v omejenem območju valovnih dolžin. Filtre ločimo 
na pasovne (ang. bandpass) in robne (ang. edge) filtre kot je vidno na sliki 2.14. Pasovni 
filtri prepuščajo svetlobo v omejenem območju valovnih dolžin, svetlobo višjih ali nižjih 
valovnih dolžin pa odbijajo. Razvrščamo jih z ozirom na vrednosti valovnih dolžin kjer je 
prepustnost največja. Širina območja prepustnosti se določi pri 50% maksimalne 
prepustnosti. 
 Robne filtre ločimo na nižjeprepustne (ang. shortpass) in višjeprepustne (ang. longpass) 
filtre. Nižjeprepustni filter prepušča svetlobo valovnih dolžin, ki so nižje od določene 
kritične vrednosti. Višjeprepustni filter pa prepušča svetlobo, ki ima valovne dolžine višje 
od določene kritične vrednosti. Kritično vrednost določimo pri 50% maksimalne 
prepustnosti.  
 
 
Slika 2.14: Karakteristike filtrov [11]. 
Za vsak vzorec je potrebno drugače nastaviti filtre glede na karakteristiko fluorofore. Filter 
vzbujevalne svetlobe mora prepuščati valovne dolžine, ki bodo vzbudile največ molekul. 
Filter emitirane svetlobe pa mora prepuščati emitirano svetlobo vzorcev, ostale valovne 
dolžine, kot je odbita svetloba, pa ne. 
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Dvobarvno zrcalo 
Na sliki 2.15 je predstavljena shematična slika ohišja filtrov in diagram za specifično 
kombinacijo filtrov. Skozi filter vzbujevalne svetlobe potuje svetloba med 460 in 500 nm 
pri prepustnosti filtra približno 80%. Dvobarvno zrcalo je postavljeno pod kotom 45 stopinj 
glede na os vpada svetlobe kot tudi na optično os mikroskopa. V območju, kjer je prepustnost 
vzbujevalnega filtra visoka dvobarvno zrcalo odbija svetlobo in jo usmerja skozi lečo na 
opazovani vzorec. Svetlobo z višjimi oz. nižjimi valovnimi dolžinami pa dvobarvno zrcalo 
prepušča z dokaj visoko prepustnostjo. Zadnji v sklopu je emisijski filter, ki prepušča 
svetlobo med 515 in 565 nm. Željeno je, da je krivulja med prepustnostjo in odbojnostjo za 
dvobarvno zrcalo čim bolj strma. Na tak način je področje odboja oz. prepuščanja strogo 
ločeno in definirano.  
 
 
 
 
 
 
Slika 2.15: Ohišje filtrov (desno) in diagram prepustnosti posameznih filtrov (levo) [11].  
 
Nastavljiv tekočekristalni filter 
Kadar želimo izmeriti spekter emitirane svetlobe vzorca potrebujemo tak emisijski filter, ki 
je sposoben filtrirati po korakih skozi celotni vidni spekter. Prepustnost tekočekristalnega 
filtra je možno nastavljati po celotnem vidnem spektru. Kadar merimo spekter vzorca torej 
tekočekristalni filter v določenem koraku filtrira emisijsko svetlobo po celotnem spektru. 
Torej v tem primeru ne uporabljamo emisijskega filtra. Za merjenje spektra vzorca bi prav 
tako namesto tekočekristalnega filtra lahko uporabili več emisijskih filtrov. Meritve bi bile 
v tem primeru manj točne in bolj zamudne.  
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Objektiv 
Pri fluorescenčnih meritvah se največkrat uporabljajo objektivi z 40-100x povečavo. 
Povečava je definirana kot razmerje med velikostjo slike (HS) in velikostjo predmeta (HP) in 
jo označujemo s črko M  kot lahko vidimo v enačbi 2.7. Povečava je odvisna od leče in od 
oddaljenosti goriščne točke od leče. 
𝑀 =
𝐻𝑆
𝐻𝑃
 (2.7) 
 
Pri izbiri objektiva za fluorescenčne meritve je potrebno paziti, da izberemo objektiv z 
visoko prepustnostjo v vidnem spektru svetlobe. 
 
Resolucija 
Resolucija lahko določimo po enačbi 2.8. Lambda predstavlja valovno dolžino emitirane 
svetlobe, NAl pa aperturo leče. Uporabljajo se leče z 40-100x  povečavo. 
𝑅 = 0,61 ∙ (
𝜆𝑒𝑚
𝑁𝐴𝑙
) (2.8) 
 
V preglednici 2.2  so izračunane pričakovane resolucije za različne leče. Emitirana svetloba 
za primere v preglednici ima valovno dolžino 490 nm.  
 
Preglednica 2.2: Tabela resolucij. 
Povečava leče Apertura leče Resolucija (μm) 
40x 0,95 0,315 
40x 1,20 0,249 
40x 1,30 0,235 
40x 1,40 0,214 
60x 0,95 0,315 
60x 1,20 0,249 
60x 1,30 0,235 
60x 1,40 0,214 
60x 1,45 0,206 
63x 0,95 0,315 
63x 1,20 0,249 
63x 1,30 0,235 
63x 1,40 0,214 
100x 0,95 0,315 
100x 1,20 0,249 
100x 1,30 0,235 
100x 1,40 0,214 
100x 1,45 0,206 
100x 1,49 0,201 
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Kamere 
Za opazovanje fluorescence potrebujemo kamere, ki so zmožne zelo hitrega zajema posnetka 
in so dovolj občutljive na emitirano svetlobo. Hitrost zajema slik močno vpliva na resolucijo 
slike, kar je potrebno upoštevati pri izbiri kamere. Večina kamer, ki se uporablja za 
fluorescenčne meritve ima CCD in EMCCD senzorje.  
CCD (ang. charged coupled device) kamere imajo visok kvantni izkoristek in sicer med 50 
in 65 odstotkov. EMCCD (ang. electron multiplaying charged coupled device) kamere, ki 
so se pojavile v zadnjem času pa so postavile mejnik v opazovanju živih organizmov. 
Kvantni izkoristek doseže tudi 95 odstotkov in je zmožna posneti tudi šibke emisije svetlobe. 
Na sliki  2.16 lahko vidimo graf ki prikazuje kvantni izkoristek v procentih za EMCCD in 
CCD kamero.  
 
 
Slika 2.16:  Kvantni izkoristek (levo) CCD (desno spodaj) in EMCCD (desno zgoraj) kamere [11]. 
 
 
 
Primer eksperimenta 
 
Sedaj, ko smo spoznali merilni sistem, si poglejmo primer eksperimenta izvedenega v [4]. 
Na začetku je potrebno določiti termične in optične lastnosti vzorca. V ta namen so za ta 
eksperiment izdelali temperaturno kontrolirano držalo na slika 2.17. Za gretje so uporabili 
tankoslojni platinski grelec, ki je pokrival merjeni vzorec. Temperaturo so merili preko 
senzorja. Vzorec so med meritvami opazovali pod invertnim mikroskopom. Korak pri 
posamezni temperaturni stopnji je bil 10-15 K. Absorbirana svetloba je imela valovne 
dolžine med 430 in 490 nm in uporabljena je bila 10-kratna povečava.  
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Slika 2.17: Temperaturno kontrolirano držalo [4]. 
Na podlagi meritev so dobili rezultate na sliki 2.18, ki prikazuje intenziteto fluorescence 
vzorca glede na emitirano svetlobo.  
 
 
Slika 2.18: Intenziteta fluorescence vzorca [4]. 
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Slika 2.19 prikazuje razmerje med intenzitetama dveh vrhov na sliki 2.18. Kadar poznamo 
obe intenziteti vrhov, lahko preko tega grafa določimo temperaturo vzorca. Opazimo da je 
podatek o intenziteti lahko zajet tako med segrevanjem kot ohlajanjem saj na grafu ni vidne 
histerezne zanke.  
 
 
Slika 2.19: Razmernik intenzitet vrhov [4]. 
 
Ko je bila določena kalibracijska krivulja intenzitete v odvisnosti od temperature , so izvedli 
meritve kratkotrajnih  segrevanj. Za grelno telo so izbrali konico, ki je bila s površino v 
stalnem stiku in sicer z 0,4 N. Konico so izbrali da so dosegli večji temperaturni gradient.  
 
 Vzorci in njihova priprava 
 
V praksi si mnogokrat želimo meriti temperaturo vzorca, ki ne vsebuje fluorofor. V medicini 
na primer si želimo meriti temperaturo znotraj celic. Ker znotraj celice ni fluorofor 
eksperiment ne bi bil mogoč, razen v primeru da jih dodamo v vzorec. V ta namen so bili 
razviti različni nano delci, ki jih lahko na različne načine implementiramo v vzorec. Med 
njih se uvrščajo kvantne pike [12], fluorescenčni polimeri [13], kovinski nanodelci [14] in 
redke zemljine [15].  
Nano delce, kot so redke zemljine, navadno dopiramo v vzorec. To pomeni, da jih ujamemo 
v  vzorec, da ne pridejo v stik s kisikom. Na ta način je bil pripravljen vzorec v [4]. Fluorofore  
lahko vežemo v polimerne verige kar se navadno uporablja v medicini in biokemiji, saj so 
biokompatibilne in vzorca ne poškodujejo [16]. Nanodelce lahko dodamo tudi v obliki 
raztopine v kolikor so topni v vzorcu. Obstajajo tudi   fluorescenčne barve, ki jih nanesemo 
na površino vzorca. Na sliki  2.20 lahko vidimo primer uporabe fluorescenčne barve. V 
preteklosti so podobne barve uporabljali za merjenje površinske napetosti in tlaka, za 
merjenje temperature pa so uporabljali infrardečo (IR) termometrijo, ki pa jo fluorescenčna 
termometrija izpodriva zaradi prednosti , ki jih ponuja. Za zajem posnetkov potrebujemo 
kamero, ki pa je veliko cenejša od IR kamere.  Ker za osvetljevanje barve uporabljamo vidno 
svetlobo (navadno modro UV), lahko kot substrat uporabljamo  poceni  materiale kot sta 
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steklo in plastika. V primeru IR termometrije  pa kot substrat uporabljamo precej dražje in 
tehnično zahtevnejše prosojne materiale kot  sta silikon in safir. Vidna svetloba, ki jo 
uporabljamo za osvetlitev barve, ima veliko nižje valovne dolžine od IR svetlobe, kar 
pomeni, da v primeru barv dosegamo veliko višje prostorske resolucije slike[17].  
 
 
Slika 2.20: Merjenje fluorescence z fluorescenčno barvo [17]. 
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3 Metodologija raziskave 
3.1 Merilna naprava 
 
Slika 3.1: Merilna naprava. 
Na sliki 3.1 je merilna naprava na kateri bomo izvajali meritve spektra vzorcev. V 
preglednici 3.1 so zapisane vse komponente, ki jih potrebujemo za meritve spektra. Njihova 
karakteristika bo predstavljena v nadaljevanju poglavja.  
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Preglednica 3.1: Komponente merilnega sistema. 
Svetilo LED svetilo (Cool LED pE-4000) 
 
Dvobarvno zrcalo 
Jih menjamo po potrebi. Vgrajeni znotraj 
škatlic v revolverju invertnega mikroskopa. 
Objektiv Nikon Plan Apo 10x/0.3 
Kamera ZWO ASI 183mm (vrteča zaslonka) 
Filter  tekočega kristala Thorlabs  Kurios-VB1/M 
Vzorec Thorlabs FSK 5 (rdeč in oranžen vzorec) 
 
Na sliki 3.2 je invertni mikroskop Nikon Eclipse Ti2, ki predstavlja osnovo merilnega 
sistema. Dvobarvno zrcalo je pozicionirano v revolverju znotraj invertnega mikroskopa. V 
revolver je vstavljeno skupaj s škatlico, ki je hkrati tudi ohišje za emisijski in vzbujevalni 
filter. Zunanje enote priključene na invertni mikroskop so: svetilo, kamera, filter tekočega 
kristala in enota za pomik optične mizice. Poleg tega lahko na invertni mikroskop montiramo 
tudi optično pinceto. Ima 3 optične izhode od katerih sta dva namenjena za kamere en pa je 
namenjen okularju.  
 
 
Slika 3.2: Invertni mikroskop Nikon Eclipse Ti2. 
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Svetilo 
 
Za meritve bomo uporabljali LED svetlobo. Izvor svetlobe je LED svetilo Cool LED  pE-
4000 na sliki 3.3. Svetilo vsebuje šestnajst LED žarnic, razporejenih v štiri vrste kot je 
prikazano na sliki 3.4. Svetloba lahko prihaja od ene žarnice lahko pa jih sveti več hkrati 
(največ štiri). To pomeni, da imamo na voljo 256 možnih kombinacij s katerimi pokrijemo 
celotni vidni spekter. 
 
 
Slika 3.3:LED svetilo Cool Led pE-4000. 
 
 
Slika 3.4: Postavitev LED žarnic. 
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Postavitev, ki jo vidimo na sliki 3.4, omogoča premik posameznih žarnic v svojem stolpcu. 
Premik žarnic kontroliramo na konzoli na sliki 3.5. Na konzoli so tipke razvrščene v štirih 
stolpcih tako kot žarnice označene z različnimi barvami od modre do rdeče. Ko pritisnemo 
na posamezno tipko v stolpcu, se žarnica pozicionira na želeno mesto. V posameznem 
stolpcu lahko sveti največ ena žarnica. Žarnice so lahko prižgane v vseh štirih stolpcih 
naenkrat. Jakost posamezne žarnice spreminjamo s tipkami na dnu vrstic obkroženimi z 
rdečo. Kadar želimo spremeniti jakost vseh žarnic naenkrat, uporabimo tipko obkroženo z 
rumeno. 
 
 
Slika 3.5: Konzola za upravljanje  žarnic. 
V preglednici 3.2 so zapisane valovne dolžine, ki jih oddajajo posamezne LED žarnice. 
Preglednica ima štiri stolpce. Vsak stolpec predstavlja sklop žarnic v svetilu.  
 
Preglednica 3.2: Valovne dolžine LED žarnic. 
 A B C D 
Valovna dolžina 
(nm) 
365 460 525 635 
Valovna dolžina 
(nm) 
385 470 550 660 
Valovna dolžina 
(nm) 
405 490 580 740 
Valovna dolžina 
(nm) 
435 500 595 770 
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Svetilo je preko tekočega vodnika svetlobe (ang. liquid light guide) na sliki 3.8, povezano z 
adapterjem, ki je montiran na zadnji del invertnega mikroskopa. Na sliki 3.6 vidimo dve 
odprtini v zadnjem delu invertnega mikroskopa. Spodnja odprtina je namenjena za svetilo, 
medtem ko je zgornja odprtina pripravljena za optično pinceto. Na sliki 3.7 je prikazan 
priklop svetila na invertni mikroskop. 
 
 
Slika 3.6: Vhod za svetilo in optično pinceto. 
 
Slika 3.7: Priklop svetila na invertni mikroskop. 
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Svetilo se lahko prižge in ugasne trenutno. To pomeni, da ni potreben čas za segrevanje 
oziroma hlajenje svetila. Svetloba je stabilna in konstantna kar je zelo pomembno pri 
ponovljivosti meritev. Poleg tega je svetilo tudi energetsko varčno. V primeru delovanja ene 
žarnice je zahtevana moč 25 W, v primeru delovanja štirih žarnic pa 60 W.  
Pričakovana je dolga življenjska doba saj žarnic ni mogoče zamenjati. Tveganje za okvaro 
vida pri uporabi pa je majhno.  
 
 
Slika 3.8: Tekoči vodnik svetlobe. 
 
Svetlobni filtri 
 
Filtri so vstavljeni v plastično črno škatlico prikazano na sliki 3.9. V škatlico je pod 45 
stopinjskim kotom glede na optično os vstavljeno dvobarvno zrcalo. Škatlica ima tri 
odprtine. Od tega sta dve koaksialni z optično osjo, skozi tretjo pa prihaja vzbujevalna 
svetloba iz svetila. Filter vzbujevalne svetlobe je postavljen med svetilo in dvobarvno zrcalo. 
Filter emitirane svetlobe pa je postavljen za dvobarvnim zrcalom in pred kamero. Na sliki 
3.9 je že vstavljeno dvobarvno zrcalo, filtra emisijske in vzbujevalne svetlobe pa ni. Prav 
tako je označeno mesto namenjeno vzbujevalnemu filtru. Emisijski filter je vstavljen v 
odprtino na spodnji ploskvi kjer črna škatlica stoji.  
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Slika 3.9: Črna škatlica s filtri. 
 
Škatlice vstavimo v revolversko konzolo na invertni mikroskopu kot prikazuje slika 3.10. 
Na voljo sta dve konzoli po šest prostorov za škatlice. Konzola dovoljuje hiter preklop med 
njimi. Zgornji revolver je namenjen za optično pinceto spodnji pa za vzbujevalno svetlobo. 
Pot, po kateri svetloba pride do revolverja, lahko zapremo. To bi storili, kadar si želimo 
prekiniti dovod svetlobe a iz različnih razlog ne želimo ugasniti svetila. Pot zapremo oziroma 
odpremo preko vzvoda označenega na sliki 3.10.  
 
Prostor za vzbujevalni 
filter 
Dvobarvno 
zrcalo 
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Slika 3.10: Revolverski konzoli na invertnem mikroskopu. 
 
Poleg dvobarvnega zrcala smo pri meritvah uporabljali tudi tekočekristalni filter (ang. 
liquid-cristal tunnable filter, slika 3.11). Filter lahko filtrira svetlobo od 420 nm do 730nm. 
Filter upravljamo lahko s konzolo ali pa konzolo povežemo z računalnikom in ga upravljamo 
preko računalnika Filter je montiran na desni optični izhod in povezan s konzolo.  
 
 
Slika 3.11: Nastavljiv tekočekristalni filter. 
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Filter nastavimo na določeno valovno dolžino, ki predstavlja center prepustnosti. Poleg 
nastavljene (centralne) valovne dolžine filter prepušča tudi svetlobo podobnih valovnih 
dolžin. Širina pasu, ki ga filter prepušča je odvisna od nastavitev filtra. Filter lahko 
nastavimo na širok, srednji in ozek način. Ta nam definira širino pasu. Poleg nastavitve je 
širina pasu odvisna tudi od nastavljene valovne dolžine vzorčenja. Kako se širina pasu 
spreminja v odvisnosti od valovne dolžine in načina nastavitve lahko vidimo na sliki 3.12.  
 
 
Slika 3.12: Širina prepustnostnega pasu v odvisnosti od načina nastavitve in valovne dolžine 
vzorčenja. 
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Čas, ki ga filter potrebuje za preklop med posameznimi valovnimi dolžinami vzorčenja lahko 
vidimo na sliki 3.13. Slika je podana za primer, ko je filter nastavljen na ozek način 
delovanja. Čas preklopa filtra v  srednjem in širokem načinu lahko vidimo na sliki 3.14 in 
3.15. 
 
Slika 3.13:  Preklopni čas za ozek način delovanja. 
 
Slika 3.14: Preklopni čas za srednji način delovanja. 
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Slika 3.15: Preklopnega čas za širok način delovanja. 
 
 
Objektiv 
 
Nikon je razvil serijo objektivov Plan Fluor posebej za opazovanje fluorescence. Odlikuje 
jih visoka prepustnost v območju vidne svetlobe. Objektiv na sliki 3.16 ima 10-kratno 
povečavo in aperturo 0.3. Poleg objektivov Plan Fluor imamo na voljo še serijo Plan Apo. 
Objektivi Plan Apo so primerni za fluorescenčne meritve v območju vidne svetlobe in 
območju delne IR svetlobe (ang. Near IR). Slabše se obnašajo v območju UV svetlobe. Iz 
serije Plan Apo sta v laboratoriju na voljo dva objektiva. Prvi objektiv ima 20x povečavo in 
aperturo 0,75, drugi pa ima 60x povečavo in aperturo 0.95. Oba objektiva sta vidna na sliki  
3.17. Za potrebe eksperimenta smo se odločil za objektiv Plan Fluor zaradi nizkih zahtev po 
resoluciji in dobre prepustnosti v območju vidne svetlobe. 
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Slika 3.16: Objektiv Nikon Plan Fluor 10x/0.30. 
 
Slika 3.17: Dodatna objektiva serije Plan Apo. Levo je objektiv z 60x povečavo in apreturo 0.95, 
desno pa objektiv z 20x povečavo in aperturo 0.75. 
 
Prepustnost objektiva lahko vidimo na sliki 3.18. Opazimo lahko, da je prepustnost v 
območju vidne svetlobe ( 380-750 nm) visoka, torej lahko dosegamo visok kontrast pri 
opazovanju fluorescence. Poleg tega je krivulja skozi celotno območje vidnega spektra dokaj 
ravna.  
Invertni mikroskop ima lahko hkrati montiranih šest objektivov. To nam dopušča hiter 
preklop med posameznimi objektivi.   
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Slika 3.18: Prepustnost objektiva Plan Fluor. 
 
Kamere 
 
V laboratoriju sta na voljo dve kameri, in sicer ZWO ASI 174mm  na sliki 3.19 in ZWO ASI 
183mm pro na sliki 3.21. Kameri se razlikujeta predvsem po načinu delovanja. Asi 174mm 
deluje po načinu globalne zaslonke (ang. global shutter) medtem ko ASI 183mm po načinu 
vrteče zaslonke (ang. rolling shutter). 
Globalna zaslonka pomeni, da je slika zajeta naenkrat po celotnem območju. To pomeni, da 
so senzorji prižgani ali pa ugasnjeni. Tak način snemanja je zelo hiter in dovoljuje 
opazovanje hitrih pojavov. Večina današnjih kamer z globalno zaslonko uporablja CMOS 
(ang. complementary metal-oxide semiconductor) senzorje in ne CCD senzorje.  
Velikost piksla je 5,86 μm. Velikost polja je 1936×1216 pikslov oz. 11,3×7,1 mm. Vgrajen 
ima dvanajst bitni AD pretvornik, ki dopušča 128 posnetkov na sekundo. Na sliki 3.20 je 
graf kvantnega izkoristka glede na valovno dolžino. V območju 500 nm je kvantni izkoristek 
precej visok nato pa pade. Opazovanje šibkih fluorescenc torej ni možno. 
 
Valovna dolžina (nm) 
Prepustnost (%) 
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Slika 3.19: Kamera z globalno zaslonko ZWO ASI 174mm. 
 
 
 
Slika 3.20: Kvantni izkoristek kamere z globalno zaslonko. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Valovna dolžina (nm) 
Kvantni izkoristek (%) 
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Globalna zaslonka nam torej dopušča opazovanje hitrih pojavov. V primeru časovno 
neodvisnih meritev pa se raje poslužimo kamere z vrtečo zaslonko ZWO ASI 183mm pro. 
Vrteča zaslonka zajema slike posamično po pikslih in je zato veliko bolj počasna. Enako kot 
kamera z globalno zaslonko ima tudi ta CMOS senzorje. Polje je razdeljeno na 5496x3672 
pikslov oz. 13,2x8,8 mm.  
 
 
Slika 3.21: Kamera z vrtečo zaslonko ZWO ASI 183mm pro. 
 
Vgrajen je 12 bitni AD pretvornik. Hitrost zajemanja slik je odvisna od resolucije kamere 
(preglednica 3.3). 
 
Preglednica 3.3: Hitrost zajema slik v odvisnosti od resolucije. 
Resolucija kamere Hitrost zajema slik 
(slika/s) 
5496×3672 19 
3840×2160 36,12 
1920×1080 70,48 
1280×720 103,23 
 
 
Kamera je tudi hlajena z namenom reduciranja temnega šuma. Kako temni šum pada v 
odvisnosti s temperaturo lahko vidimo na sliki 3.22. Vidimo lahko, da se število elektronov 
na piksel na sekundo prepolovi za vsaki 8 K.  
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Slika 3.22: Temni šum v odvisnosti od temperature. 
Pri meritvah smo uporabljali kamero z vrtečo zaslonko saj so meritve spektra fluorescence 
časovno neodvisne. Nameščena je za tekočekristalnim filtrom kot lahko vidimo na sliki 3.23. 
Kamero krmilimo preko programa. Informacije se izmenjujejo preko USB vodnika.  
 
 
Slika 3.23: Pozicija kamere z vrtečo zaslonko. 
Temni šum (e/s/piksel) 
Temperatura CMOS senzorja (°C) 
Tekočekristalni 
filter 
Kamera z 
vrtečo 
zaslonko 
USB vodnik 
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4 Rezultati in analiza rezultatov 
Pomerili smo spekter dveh različnih vzorcev litega akrilnega substrata na sliki 4.1. Vzorci 
so Thorlabsov produkt FSK 5, ki vsebuje pet različnih fluorescentnih vzorcev. Zaradi 
omejitve dvobarvnega zrcala je bilo moč pomeriti le dva izmed njih in sicer oranžnega in 
rdečega. Karakteristiko uporabljenega dvobarvnega zrcala lahko vidimo na sliki 4.2. 
 
 
Slika 4.1: Thorlabsovi vzorci FSK 5. 
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Slika 4.2: Karakteristika dvobarvnega zrcala. 
 
Emitirana svetloba vzorca mora  biti znotraj   treh vrhov prepustnosti dvobarvnega zrcala. 
Prav tako mora dvobarvno zrcalo odbijati vzbujevalno svetlobo. V preglednici 4.1 so 
izpisani pasovi prepustnosti oz. odbojnosti dvobarvnega zrcala.  
 
Preglednica 4.1: Pasovi prepustnosti in odbojnosti. 
 Pas 1 Pas 2 Pas 3 
Prepustnost 503-538 nm 572-617 nm 659-735 nm 
Odbojnost <503 nm 538-572 nm 617-659 nm 
 
Poiskali smo podatke za vzorce in sicer valovno dolžino vzbujevalne svetlobe in spekter 
emitirane svetlobe. Podatki so vidni v preglednici 4.2. 
 
Preglednica 4.2: Vzbujevalna svetloba in spekter emitirane svetlobe za posamezni vzorec. 
 Vzbujevalna svetloba (nm) Spekter emitirane svetlobe (nm) 
Moder vzorec 365 360-395 
Zelen vzorec 470 450-515 
Rumen vzorec 365 475-525 
Oranžen vzorec 565 535-645 
Rdeč vzorec 565 460-645 
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Vidimo lahko da  so  najprimernejše valovne dolžine vzbujevalne svetlobe za posamezni 
vzorec neproblematične saj dvobarvno zrcalo vse odbija. Emitirane valovne dolžine svetlobe 
pa v primeru modrega in rumenega vzorca dvobarvno zrcalo ne prepušča. V primeru 
rumenega vzorca bi bili zmožni opazovati le majhen del spektra (od 503-525 nm). Prav tako 
izgubimo del spektra pri oranžnem in rdečem vzorcu.  
Izbran vzorec je bil pritrjen na optično mizico in obsevan z LED svetlobo. Emitirana svetloba 
je bila usmerjena na desni optični izhod, kjer je bil montiran tekočekristalni filter kot je 
prikazano na sliki 4.3. Za oba vzorca smo opazovali spekter med 550 in 650 nm, s korakom 
po 10 nm. Pri vsaki valovni dolžini je bil zajet posnetek s kamero z vrtečo zaslonko. Kamera 
je posnetek zajela v 60ms. Nato smo filter prestavili na drugo valovno dolžino in zopet zajel 
posnetek dokler nismo zajeli vseh 11 posnetkov za posamezni vzorec. Parametri posameznih 
sklopov naprave so vidni v preglednici 4.3. 
 
Preglednica 4.3: Parametri nastavitev. 
 Rdeč in oranžni vzorec 
Čas zajema slike 60 ms 
Moč LED luči 35 % 
Vzbujevalna svetloba 550 nm 
Filter tekočega kristala 550-650 nm, korak 10 nm 
Rezultati in analiza rezultatov 
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Slika 4.3: Merilna proga. 
Zajete posnetke smo izvozili v program ImageJ. Tam smo jih združili v eno sliko in izrisali  
graf intenzitete glede na valovno dolžino. Kolaž slik  za posamezni vzorec lahko vidimo na 
slikah 4.4 in 4.5. 
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Slika 4.4: Rdeči vzorec, slika kamere pri različnih prepustnostih tekočekristalnega filtra. 
 
 
Slika 4.5: Oranžni vzorec, slika kamere pri različnih prepustnostih tekočekristalnega filtra. 
 
Na podlagi svetlosti slik lahko izrišemo intenziteto v odvisnosti od valovnih dolžin in tako 
dobimo spekter emitirane svetlobe za  posamezni vzorec. Na sliki 4.6 lahko vidimo spekter 
rdečega in oranžnega vzorca.  
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Slika 4.6: Spekter rdečega in oranžnega vzorca. 
Spekter lahko primerjamo z že izmerjenim spektrom vzorcev, ki jih podaja proizvajalec in 
so vidni na sliki 4.7 in 4.8. 
 
 
Slika 4.7: Spekter oranžnega vzorca podan s strani proizvajalca. 
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Slika 4.8: Spekter rdečega vzorca podan s strani proizvajalca. 
Odstopanja za posamezni vzorec lahko vidimo na slikah 4.9 in 4.10. 
 
 
Slika 4.9: Primerjava izmerjenega in podanega spektra za oranžni vzorec. 
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Slika 4.10: Primerjava med izmerjenim in podanim spektrom za rdeč vzorec. 
 
Opazimo lahko , da sta vrhova pri obeh meritvah zamaknjena. Razlog za to je druga valovna 
dolžina vzbujevalne svetlobe. Pri naših meritvah smo uporabljali vzbujevalno svetlobo 550  
nm proizvajalec pa je vzorce vzbujal z 565 nm. Poleg tega  dvobarvno zrcalo ne prepušča 
valovnih dolžin  v območju 538-572 nm kar pomeni, da dobršen del spektra oranžnega 
vzorca ne moremo opazovati.  Meritve podane s strani proizvajalca so povprečna vrednost 
več meritev. Intenziteto vzorca so opazovali skozi celotni spekter s korakom 1nm. V našem 
primeru je bil korak precej večji (10 nm), slika pri posamezni valovni dolžini pa je bila zajeta 
le enkrat. To pomeni, da so meritve s strani proizvajalca veliko bolj točne kot naše.
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5 Zaključki 
Diplomsko delo  opisuje osnove fluorescence in fluorescenčne termometrije ter invertni 
mikroskop Nikon Eclipse Ti2. Cilj je bil predstaviti uporabo invertnega mikroskopa za 
fluorescenčno termometrijo.  
 
1) Analizirali smo proces fluorescence s posebnim poudarkom na termični fluorescenci.  
2) Postavitev merilnega sistema. Osnovo predstavlja invertni mikroskop Nikon Eclipse 
Ti2. Nanj so priključeni vir vzbujevalne svetlobe, filter tekočega kristala ter kamera z 
vrtečo zaslonko. 
3) Predstavljena je karakteristika komponent in njihova uporaba pri fluorescenčnih 
meritvah. 
4) Izmerili smo spekter 2 različnih vzorcev in ga primerjali z spektrom podanim s strani 
proizvajalca. Ugotovili smo da so odstopanja precejšnja zaradi drugačne valovne 
dolžine vzbujevalne svetlobe. Prav tako je spekter podan s strani proizvajalca povprečna 
vrednost več meritev medtem, ko so meritve pri izmerjen spektru opravljene enkrat. 
Ugotovili smo da so odstopanja med posameznimi meritvami precejšnja kar močno 
vpliva na spekter vzorca. Torej je za meritve spektra potrebno opraviti več meritev.  
 
 
 
Za  nadaljnje delo predlagamo izdelavo protiprašne zaščite za invertni mikroskop. Prah 
močno vpliva na delovanje komponent.  Posebno pozornost bi bilo potrebno nameniti  
protiprašni zaščiti v okolici objektivov, kjer je invertni mikroskop najbolj izpostavljen. 
Prav tako za nadaljnje delo predlagamo  izdelavo  programske opreme, ki bi povezovala 
tekočekristalni filter in kamero. Cilj je uskladiti čas preklopa tekočekristalnega filtra in  čas 
zajema slike kamere. Merjenje spektra fluorescence bi tako potekalo veliko hitreje.
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